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SOMMAIRE 
La présence des routes en bordure des cours d'eau a été identifiée comme la cause du 
déclin de plusieurs populations de tortues. Les tortues sont particulièrement affectées par 
la mortalité sur les routes, notamment par le fait que les femelles sélectionnent souvent 
les accotements comme site de ponte, engendrant ainsi un faible taux de survie des œufs. 
Ce dernier pourrait être affecté par l'écrasement des nids par les véhicules, la prédation 
et/ou des fluctuations de température plus marquées. L'objectif'de ce projet était de 
déterminer si la présence des routes modifie significativement le succès reproducteur des 
tortues peintes (Chrysemys picta) femelles et de voir comment cet effet se traduisait sur la 
diversité génétique de ces populations. Notre hypothèse était que l'ADN mitochondrial 
(transmission uniparentale des mitochondries) serait plus affecté que l'ADN nucléaire, 
puisque le succès reproducteur des femelles serait plus fortement influencé par la 
présence des routes que celui des mâles. 
Afin de répondre à cet objectif, entre 25 et 39 individus par population ont été capturés 
pour un total de 252 tortues. Huit populations ont été échantillonnées dans trois régions 
différentes (Estrie, Montréal, Outaouais). Chaque individu a été génotypé à l'aide de neuf 
marqueurs microsatellites hypervariables. Par la suite, le succès reproducteur (moyenne, 
variance et coefficient de variation) des femelles provenant de populations situées à 
proximité de routes a été comparé à celui des populations venant de milieu naturel. 
Les résultats supportent cette hypothèse et démontrent que les femelles pondant aux 
abords des routes ont une diversité génétique mitochondriale plus faible, ainsi qu'une 
variance et un coefficient de variation du succès reproducteur supérieurs à ceux des 
femelles pondant en milieu naturel. À long-terme, bien que la moyenne du succès 
reproducteur soit plus élevée, la tendance observée pour la diversité génétique, la 
variance et le coefficient de variation des populations perturbées pourraient entraîner une 
diminution de la capacité d'adaptation, augmentant du même coup leur probabilité 
d'extinction. Notre étude a enfin démontré que l'ensemble des populations proviennent 
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d'un seul refuge glaciaire et que la présence des routes pouvait affecter le succès 
reproducteur des femelles à différents niveaux. 
Des mesures visant à empêcher les femelles de pondre aux abords des routes pourraient 
aider au recrutement des populations perturbées. Puisque la méthodologie adoptée lors de 
cette étude est rapide, peu coûteuse et fiable, elle pourrait également confirmer si les 
routes ont un effet similaire sur le succès reproducteur d'autres espèces de tortues. 
Mots clés: Chrysemys picta, tortue peinte, route, variance du succès reproducteur, taille 
efficace, diversité génétique, microsatelIite, ADN mitochondrial 
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SUMMARY 
The mortality caused by the presence of roads close to lakes is considered to be a major 
factor affecting the demography of freshwater turtles. Female turtles often select the 
verge of roads as hatching sites, which results in a low level of egg survival as a 
consequence of higher predation, marked temperature fluctuations and/or impacts by 
vehicles. The objective of this study was to determine whether the presence of roads 
significantly affects the reproductive success of female painted turtles (Chrysemys picta) 
and how this effect is translated on the genetic diversity of the populations. Our 
hypothesis was that the diversity of mitochondrial DNA (strict maternaI inheritance) 
would be more affected than the diversity of nuclear DNA, since the reproductive success 
of females was thought to be more influenced by the presence of roads than that of males. 
Between 25 to 39 individuals per population were captured for a total of 252 turtles. 
Eight populations were sampled in three regions (Eastern Townships, Montreal, 
Outaouais). We took advantage of the::: presence of nine hypervariable markers 
(micro satellites) in both the nuclear and the mitochondrial DNA of painted turtles to 
estimate the reproductive success. The reproductive success (average, variance and 
coefficient of variation) of fèmales in perturbed populations was compared to the one of 
females living in naturàl areas. 
Altogether, the results obtained supported our hypothesis and showed that female painted 
turtles laying their eggs near roads had a lower mitochondrial genetic diversity and a 
higher variance and coefficient of variation in reproductive success than those nesting in 
natural environments. In a long-term perspective, even though the mean in reproductive 
success is higher, the trend observed for the genetic diversity, the variance and the 
coefficient of variation of the perturbed populations could lead to a reduction in 
adaptation capacity, which would increase their pro babi lit y of extinction. FinaIly, our 
analyses indicated that aIl the individuals originated from the sa me glacial refuge and that 
roads could affect the reproductive success of females to a different extents. 
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Preventing females from laying their eggs on the edge of roads may help maintain 
recruitment in perturbed populations. Since the methodology suggested is quick, 
inexpensive and reliable, it should confirm if roads have a similar effect on the 
reproductive success of other species of turtles. 
Key words: Chrysemys picta, painted turtle, road, variance in reproductive success, 
effective population size, genetic diversity, microsatellite, mitochondrial DNA. 
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1.1 Effets des routes 
Au cours du dernier siècle, l'accroissement des activités humaines et l'urbanisation 
grandissante ont engendré une augmentation préoccupante du taux d'extinction des 
espèces (Wilson 1988). Cette anthropisation n'a pas cessé d'entraîner des modifications 
importantes et une dégradation des écosystèmes. Par exemple, le développement routier 
nécessite des infrastructures de grande envergure engendrant de multiples impacts sur 
l'environnement (Wilson 1988; Fahrig et al. 1995; Forman et Alexander 1998; Gerlach et 
Musolf 2000; Forman et al. 2003; Ramp et al. 2006). En empiétant sur les habitats 
naturels, il divise les écosystèmes, modifie le paysage de façon permanente et est un 
facteur important de déforestation (Harris 1984; Richardson et al. 1997). En plus de 
dégrader le milieu, le réseau routier entraîne une pollution atmosphérique, sonore et 
lumineuse pouvant nuire au cycle de vie normal des animaux. En effet, l'éclairage routier 
peut altérer le rythme circadien des organismes vi vant à proximité, en plus de repousser 
ou d'attirer certaines espèces, notamment les moustiques, les papillons, les mouches et 
les coléoptères qui recherchent la lumière (Bruderer et al. 1999; Eisenbeis et Hassel 2000; 
Kolligs 2000; Rich et Longcore 2005). De plus, durant l'hiver, l'épandage de sel modifie 
la composition naturelle des sols. Certains animaux recherchant des minéraux, tels de 
nombreux cervidés, sont attirés par cette ressource et sont fréquemment victimes de 
collisions par les véhicules (qroot Bruinderink et Hazebroek 1996; Danielson et Hubbard 
1998; Brownlee et al. 2000; Knapp 2005). Aussi, le réseau routier participe au 
réchauffement climatique par les émissions de gaz à effet de serre provenant des 
véhicules. L'asphalte ayant un fort potentiel de rétention de la chaleur et le déneigement 
des accotements peuvent produiI;e des modifications locales de la température du sol 
(Asaeda et Ca 1993). Par exemple, chez les tortues, ces changements de température sont 
cruciaux puisqu'ils peuvent altérer la survie des rejetons au moment de l'incubation des 
œufs pondus près des routes (Bobyn et Brooks 1994; Ernst et al. 1994; Rhen et Lang 
1995). 
La perte de connecti vité résultant de la présence de routes entre les parcelles d' habitats 
adéquats isole les différentes populations. La fragmentation qui en résulte a un impact 
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néfaste sur les espèces requérant de grands espaces non perturbés (Guyot et C10bert 1997; 
Ricciardi et Rasmussen 1999; Gibbs et Shriver 2002; Aresco 2003). Pour la majorité des 
espèces, ces routes représentent un obstacle dans leurs mouvements (Forman et 
Alexander 1998; Malo et aL. 2004; Saeki et Macdonald 2004). À long terme, les 
restrictions de mouvements peuvent produire une diminution du flux génique et avoir un 
impact négatif sur la diversité (Frankham et aL. 2002) puisque les échanges d'individus 
entre les populations (immigration et émigration) maintiennent la diversité et la structure 
des populations (Fahrig et Merriam 1994; Burke et aL. 1995; Gray 1995; Rubin et aL. 
2001). Dans ces conditions, les populations de faibles effectifs ainsi que celles ayant un 
faible taux de recrutement sont plus vulnérables aux extinctions locales (Cambray et 
Bianco 1998; Tucker et aL. 2001). 
Les reptiles font face à plusieurs menaces qui, lorsque conjuguées, sont fréquemment 
responsables du déclin des populations. Ainsi, la destruction de leurs habitats, les 
captures illégales, l'augmentation du nombre de prédateurs et l'introduction d'espèces 
exotiques sont des phénomènes hautement nuisibles pour ces animaux (Dodd et al. 1989; 
Doroff et Keith 1990; Forman et Alexander 1998; King et Julian 2004). De plus, parmi 
les causes qui menacent plus spécifiquement les populations de tortues, la mortalité sur 
les routes est souvent mentionnée (Galois et Bonin 1999; Saint-Hilaire 2003). Les tortues 
sont particulièrement affectées par la mortalité sur les routes, notamment à cause de la 
lenteur de leurs déplacements et par le fait que les femelles sélectionnent souvent 
l'accotement des routes comme site de ponte (Haxton 2000; Gibbs et Shriver 2002; 
Forman et aL. 2003). Parmi les phénomènes prédominants qui entraînent un risque sur les 
espèces désignées par le PLan de rétabLissement de cinq espèces de tortues au Québec, 
certains sont directement ou indirectement associés aux infrastructures routières (Équipe 
de rétablissement de cinq espèces de tortues au Québec 2005). Des études récentes ont 
évalué l'ampleur de ce phénomène où la mortalité causée par les routes représente plus de 
10% des effectifs des populations (Gibbs et Shriver 2002). Ce phénomène est accentué 
lorsque ces dernières sont adjacentes à un milieu humide (Ashley et Robinson 1996; 
C1evenger et aL. 2003). 
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Au Québec, la mortalité de la tortue peinte (Chrysemys picta) résultant directement du 
trafic routier serait peu importante (Desroches et Picard 2007). D'ailleurs, lors d'une 
étude effectuée en Outaouais au cours des étés 2003 et 2004, une seule tortue peinte 
victime de la route a été observée (Desroches et Picard 2003, 2006). Toutefois, la 
présence des routes pourrait avoir un effet beaucoup plus insidieux. Des résultats 
préliminaires suggèrent de faibles taux de survie des œufs au bord des routes, tel 
qu'indiqué par un succès reproducteur des femelles plus faible pour une population 
vivant à proximité de routes comparativement à une population vivant en milieu naturel 
(Angers et Silva-Beaudry 2006). Le taux de survie des œufs pourrait être affecté par la 
pollution, l'écrasement des nids par les véhicules, la prédation et/ou des fluctuations de 
température plus marquées. 
Divers facteurs, tels une maturité sexuelle tardive et le succès reproducteur des parents, 
affectent la survie des tortues peintes (Brooks et al. 1991; Heppell et al. 1996; Gibbs et 
Amato 2000). Au Québec, les tortues peintes mâles atteignent la maturité sexuelle vers 
l'âge de cinq à sept ans et les femelles vers l'âge de huit à dix ans, relativement à une 
longévité de vingt à quarante ans (Desroches et Rodrigue 2004). Cette particularité de 
leur cycle de vie,augmente les pressions sur le taux de survie et les risques de mortalité 
jusqu'au moment de la reproduction (Congdon et al. 1993; Desroches et Rodrigue 2004; 
Marchand et Litvaitis 2004). Il a aussi été prouvé qu'une augmentation du taux de 
mortalité chez les juvéniles (de la naissance à la maturité sexuelle) peut affecter 
sérieusement la survie de la population (Congdon et al. 1994; Seigel et Dodd 2000). Ce 
phénomène est amplifié par le fait que les tortues ne sont pas des animaux à reproduction 
et recrutement densité-dépendante. Ceci signifie qu'un accroissement de mortalité n'est 
pas compensé par une baisse de l'âge à laquelle les individus atteignent la maturité ni par 
une hausse de fécondité (Brooks et al. 1991; Congdon et al. 1994; Seigel et Dodd 2000). 
La survie d'une population est déterminée par le succès reproducteur des parents: plus le 
nombre de parents contribuant aux effectifs des générations suivantes est grand, plus 
/ 
cette population maintiendra sa diversité et pourra s'adapter aux aléas de 
l'environnement. De plus, afin de maintenir à long terme les populations de tortues 
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peintes, un fort recrutement est primordial (Congdon et al. 1987). En effet, un faible taux 
de survie des nouveau-nés durant plusieurs années pourrait mettre en péril ces 
populations (Burke et al. 2000; Gibbs et Amato 2000; Mitchell et Klemens 2000). 
1.1.1 Prédation 
Certaines études ont identifié la prédation comme cause principale de mortalité des œufs 
chez les tortues du Québec (Burke et al. 2000; Browne 2003). Potentiellement à cause de 
la disponibilité limitée des sites (Moll et MoU 2000), les femelles tendent à pondre de 
façon regroupée (Schwarzkopft et Brooks 1987). Des recherches ont démontré que le 
taux de prédation augmente avec le regroupement (Hammer 1969; Burger 1977; 
Robinson et Bider 1988). En effet, lorsqu'un prédateur découvre un nid, il trouvera quasi 
assurément les autres nids situés à proximité à l'aide de son odorat (Shirose et al. 1995). 
Au contraire, les nids situés à l'écart ont moins de chances d'être repérés et dévastés 
(Wilhoft et al. 1979; Snow 1982). Plusieurs femelles vont exploiter les sites adjacents 
aux routes puisque le substrat est adéquat et le sol est meuble. À cause de l'effet corridor 
(plusieurs nids enlignés), certains ont suggéré que les œufs pondus à proximité des routes 
seraient plus sujets à la prédation (Temple 1987; Mayet Norton 1996; Yahner et Mahan 
1997; Boulet et Darveau 2000). 
Comme prédateur, on retrouve différentes espèces telles le raton-laveur, la moufette 
rayée, le renard roux ainsi que certains oiseaux (Petokas et Alexander 1980; Temple 
1987; Hamilton et al. 2002; Feinberg et Burke 2003). Au cours des dernières années, les 
,-
populations de certains prédateurs ont eu une forte croissance démographique due aux 
activités humaines (Congdon et al. 1987; Ross et Anderson 1990; Mitchell et Klemens 
2000; Hamilton et al. 2002). Par exemple, le raton-laveur aurait des effectifs 20 fois plus 
. 
élevés qu'au début du siècle (Desroches et Rodrigue 2004). De plus, la présence de 
déchets sur le bord des routes attire certains de ces prédateurs, résultant ainsi en une 
pression accrue sur les œufs de tortues. 
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1.1.2 Température 
Chez les tortues, lors de l'incubation, la température est un facteur crucial (Bobyn et 
Brooks 1994; Ernst et al. 1994; Rhen et Lang 1995). En milieux tempérés, comme ici au 
Québec, de légers changements de température peuvent affecter considérablement le 
développement et la survie des rejetons (Bull et Vogt 1979; Galbraith et Brooks 1987; 
Bobyn et Brooks 1994). Par exemple, la température détermine le développement, la 
croissance et même le se x-ratio des nouveau-nés, une température trop froide ou trop 
chaude durant l'incubation peut engendrer une mortalité importante et augmenter la 
fréquence des anomalies. 
Sur le bord des routes, l'asphalte se réchauffe durant la journée et libère de la chaleur en 
soirée (Asaeda et Ca 1993). De plus, le couvert de neige a un fort potentiel d'isolation. 
Toutefois, il ne demeure pas en place sur l'accotement comme en milieu naturel. Ainsi, 
ces modifications de la température au niveau du nid pourraient altérer la survie des 
rejetons. 
1.1.3 Entretien des routes 
Le nivelage des routes et des accotements est une opération qui consiste à enlever une 
couche de sol pour égaliser la chaussée. Cette méthode altère l'isolation des nids et peut 
également exposer les œufs à la prédation et ~ la dessiccation en révélant les œufs à l'air 
libre (Gemmel 1970). Aussi, les véhicules stationnés ou circulant sur les accotements des 
routes ainsi que la machinerie entretenant les fossés peuvent compacter le sol. Ceci peut 
directement écraser les nids ou empêcher les jeunes de se frayer un chemin hors des nids 
lorsque le sol est trop dur (Hamilton et al. 2002). Une forte mortalité et une déformation 
des carapaces des jeunes ont effectivement été observées (Desroches et Picard 2007). 
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1.2 Écologie de la tortue peinte 
Au Québec, on retrouve huit espèces de tortues d'eau douce, toutes de l'ordre des 
Testudines (Desroches et Rodrigue 2004). Les tortues serpentines (Chelydra serpentina) 
et les tortues peintes (Chrysemys picta) sont les deux seules espèces de tortues d'eau 
douce n'ayant pas le titre d'espèce en péril (Bider et Matte 1994; COSEPAQ 2006). Par 
ailleurs, la tortue peinte a été choisie comme sujet d'étude en raison de ses hautes densités 
de populations et de sa grande abondance. 
Chrysemys picta s'accouple généralement au printemps. Les femelles peuvent accumuler 
le sperme de plusieurs mâles pour une période allant jusqu'à quatre ans et il est possible 
de retrouver différents pères pour une même couvée (Pearse et al. 2002). La polyandrie 
offre une opportunité de compétition spermatique; seuls les spermatozoïdes des mâles de 
bonne qualité réussiront à féconder les œufs de la femelle. Chez les tortues, ce 
comportement augmentera donc le succès reproducteur des femelles (Jennions et Petrie 
2000; Pearse et al. 200 l, 2002). 
Pour la ponte, les femelles recherchent des milieux ouverts et non recouverts de canopée 
(Legler 1954; Desroches et Rodrigue 2004). Les bords des routes semblent être des sites 
adéquats puisque le sol est meuble, composé de sable et de gravier. Les accotements des 
routes sont donc fréquemment choisis comme site de nidification (Gemmell 1970; 
Haxton 2000; Browne 2003; Forman et al. 2003; Steen et Gibbs 2004). La ponte a 
habituellement lieu entre la mi-mai et la fin juin de l'année suivante (Birkhead et Moller 
1993). Ainsi, la fréquence de reproduction n'est pas annuelle (Congdon et al. 1994). Les 
femelles pondent entre deux et onze œufs qu'elles abandonnent suite à la ponte 
(Desroches et Rodrigue 2004). En absence de perturbation, celles-ci sont fidèles au même 
site de nidification durant plusieurs années (Freedberg et al. 2005). 
L'incubation des œufs est d'une durée de 70 à 80 jours (Smith 1956; COSEPAC 2006) et 
les nouveau-nés passeront souvent leur premier hiver à l'intérieur du nid à des 
températures inférieures à zéro (Breitenbach et al. 1984; Churchill et Storey 1992; Nagle 
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et al. 2000). Cette longue période d'incubation impose une pression supplémentaire sur le 
taux de survie des œufs et les risques de mortalité par écrasement ou par prédation sont 
prolongés jusqu'au moment de l'éclosion. 
L'éclosion a lieu entre la fin de l'été et le début de l'automne et les portées comportent 
généralement autant de mâles que de femelles (sex-ratio 1: 1) (Gibbons 1970; Edmonds et 
Brooks 1996; Desroches et Picard 2006). Par ailleurs, le sexe des tortues peintes n'est pas 
déterminé génétiquement. II peut varier significativement selon les sites de ponte, en 
raison des températures d'incubation distinctes: les températures d'incubation fraîches 
produisent des mâles et celles plus élevées, des femelles (Vogt et Bull 1984; Janzen 
1994; Desroches et Rodrigue 2004). Par contre, des températures trop froides pourraient 
nuire au développement des embryons et, par conséquent, à l'éclosion des œufs (Bobyn 
et Brooks 1994; Standing et al. 2000). 
1.3 Génétique des populations 
La diversité génétique est l'ensemble des variations héritables à l'intérieur et entre les 
populations et est une condition essentielle au potentiel évolutif des espèces (Frankel et 
Soule 1981; Frankham et al. 2002). Cette dernière se veut le reflet des différents 
processus démographiques et évolutifs subis par les populations (migration, fluctuation 
de la taille de la population, mutation, sélection naturelle, stratégie de reproduction) 
(Estoup et al. 1995; Harding et al. 2000). L'évolution de la diversité génétique varie entre 
les populations car les processus dynamiques des gènes dépendent des paramètres 
" démographiques des populations, qui sont à la fois influencés par la variabilité génétique 
(exemple de consanguinité) et par la capacité de l'habitat (compétition, site de 
reproduction, alimentation, parasites, prédation). Certaines régions du génome sont très 
variables et s'expriment différemment d'un individu à l'autre selon les gènes ou les 
associations de gènes que chacun possède. La comparaison des individus ou des groupes 
d'individus sur la base des caractères génétiques permet de reconstituer leurs liens de 
parenté. Les fluctuations des paramètres démographiques des populations laissent une 
signature détectable au niveau de la diversité génétique. Par exemple, dans une 
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population où peu de femelles contribuent aux effectifs (variance du succès reproducteur 
élevée), on observe une faible variabilité génétique au niveau de l'ADN mitochondrial 
(ADN transmis uniquement par les mères) et une progéniture présentant de haut niveau 
d'apparentement (Hartl et Clark 1997; Halliburton 2004). 
Une population donnée a une certaine taille réelle (N) représentant le nombre total des 
individus (taille de recensement). Néanmoins, le maintien de la diversité génétique d'une 
population dépend principalement de sa taille efficace (Ne). Ce paramètre correspond au 
nombre d'individus qui transmettent leurs gènes à la génération suivante, en tenant 
compte de leur succès reproducteur et du sex-ratio. La totalité d'une population n'indique 
pas nécessairement la diversité génétique qui sera transmise d'une génération à l'autre, 
puisque plusieurs individus ne sont pas en situation de reproduction ou contribuent 
inégalement à l'effectif des prochaines générations (Meffe 1986). La taille efficace est un 
paramètre important de la diversité génétique d'une population, puisqu'elle détermine le 
taux de perte de la variance génétique et celui d'une augmentation de la consanguinité 
(Frankham 1996). 
La taille efficace sera influencée par le succès reproducteur qui se rétère, pour chaque 
individu, au nombre total de rejetons viables engendrés, ayant la capacité de se 
reproduire. La survie à moyen et à long terme d'une population est déterminée en grande 
partie par le succès reproducteur des parents: plus le nombre de parents contribuant aux 
effectifs des générations suivantes est grand, plus cette population maintiendra une 
grande diversité et pourra s'adapter aux caprices de l'environnement (Frankel et Soule 
1981; Congdon et al. 1993; Heppell et al. 1996; Frankham et al. 2002). 
La variance du succès reproducteur indique que certains individus laissent plus de 
descendants que d'autres. Ceci se traduit par une plus grande probabilité de choisir au 
hasard deux individus ayant les mêmes parents. Chez les populations perturbées par la 
présence de routes, on s'attend à un plus faible apport de recrutement pour les sites de 
nidification sur les accotements des routes comparativement aux sites naturels. En 
conséquence, les femelles des populations en bordure des routes auraient un succès 
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reproducteur plus faible que celles en milieu naturel et seraient donc plus menacées. Ceci 
devrait donc augmenter la variance du succès reproducteur des femelles. 
Plusieurs études effectuées au cours des dernières années ont su démontrer qu'une forte 
variance du succès reproducteur pourrait mener à une perte de diversité néfaste pour la 
colonie (Westemeier et al. 1998; Frankham et al. 1999; Bijlsma et al. 2000). En effet, on 
dénote une corrélation positive entre des traits reliés à la capacité d'adaptation et 
l'hétérozygotie chez plusieurs organismes (England et al. 2003; Reed et Frankham 2003). 
À la longue, une perte de diversité mènera à une réduction de la capacité d'adaptation de 
la population, ce qui à son tour augmentera les probabilités d'extinction de celle-ci. Ce 
phénomène peut par exemple engendrer un vortex d'extinction par la présence accrue de 
l'état homozygote d'allèles récessifs (Tallmon et al. 2004). Ces effets peuvent se 
manifester en l'espace de quelques générations (Amos et Balmford 2001). C'est la 
capacité d'adaptation des populations et des individus qui leur permet de répondre aux 
changements survenant dans leur environnement. C'est dans un environnement de stress, 
souvent infligé aux espèces menacées, qu'une faible diversité génétique peut avoir les 
répercussions les plus importantes (Gibbs et al. 1997; Mundy et al. 1997; Wise et al. 
2002). 
1.4 Marqueurs génétiques 
Dans le sud du Québec, les populations de tortues se sont installées il y a plusieurs 
milliers d'années (Desroches et Rodrigue 2004). Par la suite, le bagage génétique a 
progressivement évolué de façon distincte entre chaque population. Les populations 
actuelles sont donc génétiquement très différentes les unes des autres, de même qu'elles 
le sont des populations fondatrices (Avise 1994; Starkey et al. 2003). L'information 
apportée par les marqueurs génétiques est d'une aide précieuse pour la mise en évidence 
de tels phénomènes, de même que pour déterminer l'impact des routes sur les différentes 
populations de tortues. En effet, en plus d'avoir été employé dans le cadre de nombreuses 
études, l'utilisation de marqueurs génétiques hautement variables est extrêmement utile 
pour un examen détaillé de la variation génétique et des relations d'apparentement entre 
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individus (Tessier et al. 2005; Lippé et al. 2006; Lang 2007). Aussi, ces marqueurs 
permettent d'intégrer l'information génétique cumulée au cours de plusieurs générations 
comparativement à ce qui peut être obtenu par un estimé ponctuel des méthodes 
écologiques (capture-marquage-recapture). 
1.4.1 Marqueurs rnitochondriaux 
Les marqueurs mitochondriaux présentent de nombreuses caractéristiques avantageuses 
pour l'étude des populations (Moritz et al. 1987). En effet, ces derniers reflètent l'histoire 
évolutive des lignées maternelles par la transmission uniparentale des mitochondries 
(Birky et al. 1989, Moritz 1994). Chez les animaux, )' ADN mitochondrial est haploïde et 
ne subit aucune recombinaison (A vise et al. 1987). De plus, les marqueurs 
mitochondriaux permettent de souligner les relations phylogénétiques existantes entre les 
lignées évolutives des différentes populations (Berrningham et Moritz 1998). 
1.4.2 Marqueurs nucléaires 
Les marqueurs nucléaires sont à transmission biparentale, donc ils nous renseignent sur 
l'histoire évolutive des deux parents. Ces derniers permettent également de mesurer le 
degré de «liaison génétique» entre deux individus. Ainsi, le coefficient d'apparentement 
permet de déterminer les différents types de relations de parenté à l'intérieur de chaque 
population. Le coefficient d'apparentement entre deux individus, i et j, est égal à la 
probabilité que deux gènes tirés au hasard au même locus, l'un chez i et l'autre chez j, 
soient identiques par descendance. En effet, ce coefficient permet de différencier deux 
individus ayant les mêmes parents (frère-frère), deux individus ayant un parent commun 
(demi-frère) et deux individus ayant deux parents différents (individus non apparentés). 
La logique du test repose sur le fait que plus les individus partagent d'allèles en commun, 
plus leur niveau d'apparentement est élevé. Entre deux frères, tout gène de l'un a 50% de 
chances d'être aussi présent chez l'autre, tandis qu'entre demi-frère, tout gène de l'un a 
25% de chances d'être présent égalemént chez l'autre (Queller et Goodnight 1989; 
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Blouin et al. 1996). Donc, plus il y a d'individus apparentés entre eux, moins il y aura de 
diversité génétique à l'intérieur de la population. 
1.4.3 Les micro satellites 
Les micro satellites sont actuellement parmi les marqueurs moléculaires les plus utilisés 
en génétique des populations et en écologie comportementale (Pearse et al. 2001; Gagnon 
et Angers 2006; Girard et Angers 2006). Ils sont composés de deux à six nucléotides 
répétés en tandem (Whittaker et al. 2003). Ils possèdent également de hauts taux de 
mutation générant un polymorphisme plus important que celui observé chez les autres 
marqueurs génétiques. Les micro satellites présentent un taux de mutation de l'ordre de 
10-3 à 10-5 unités (Ellegren 1995; Estoup et Angers 1998) favorisant ainsi la formation de 
nombreux allèles et facilitant les études au niveau individuel. 
1.5 Objectif de l'étude 
L'objectif de ce projet était de déterminer si la présence des routes modifie 
significativement le succès reproducteur des femelles des populations de tortues peintes 
(Chrysemys picta) et de voir comment cet effet se traduisait sur la diversité génétique des 
populations vivant à proximité de celles-ci. Afin de répondre à cet objectif, des 
populations provenant de marais de superficie comparable situés près et loin des routes 
ont été échantillonnés. Afin d'établir des liens entre la présence ou l'absence de routes et 
la structure démographique des populations, nous avons utilisé les outils de la génétique. 
À l'aide de marqueurs génétiques spécifiques et hautement variables, nous avons 
comparé le niveau de diversité génétiqùe ainsi que le succès reproducteur (moyenne, 
variance et coefficient de variation) des femelles de ces différentes populations. Afin 
d'obtenir un signal intégrant plusieurs générations, le succès reproducteur a été estimé à 
partir du degré d'apparentement entre les individus (génome nucléaire) et de leur origine 
maternelle (génome mitochondrial). Si les résultats démontrent un bilan neutre ou positif, 
il sera possible de conclure que les routes n'ont que peu d'impact sur le succès 
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reproducteur des populations de tortues. Dans le cas contraire, les résultats permettront 
d'élaborer des mesures d'atténuation et de compensation adéquates. 
2. IMPACT OF ROADS ON THE VARIANCE IN REPRODUCTIVE SUCCESS 
OF PAINTED TURTLES (CHRYSEMYS PICTA) 
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ABSTRACT 
Freshwater turtles are particularly affected by roads since females often select berms as 
nesting sites. The purpose of this research is to determine whether the presence of roads 
significantly modifies the reproductive success of females painted turtles (Chrysemys 
picta) and how this effect is translated on the genetic diversity of the populations. Our 
hypothesis was that the diversity of mitochondrial DNA (strict maternaI inheritance) will 
be more affected than the diversity of nuclear DNA, since the reproductive suc cess of 
females was thought to be more influenced by the presence of roads than that of males. 
Eight populations of painted turtles were sampled. Between 25 to 39 individuals per 
population were captured for a total of 252 turtles. The reproductive success (average, 
variance and coefficient of variation) of females in populations located near roads was 
compared to that of females living in natural areas and estimated from the maternaI origin 
(mitochondrial genome) and relatedness (nuclear genome) among individuals. 
Altogether, the results obtained supported our hypothesis and showed that female painted 
turtles laying their eggs near roads had lower mitochondrial genetic diversity and a higher 
variance and coefficient of variation in reproductive success than those nesting in natural 
environments. In a long-term perspective, even though the mean in reproductive success 
is higher, the trend observed for the genetic diversity, the variance and the coefficient of 
variation of the perturbed populations could lead to a reduction in adaptation capacity, 
which would increase their probability of extinction. Finally, our analyses indicated that 
ail the individu ais originated from the same glacial refuge and that roads could affect the 
reproductive success of females to different extents. A reduction of egg mortality would 
have a significant effect on the survival of painted turtle populations. Preventing females 
from laying their eggs on the edge of roads may help maintain r~cruitment in perturbed 
populations. The methodology suggested should confrrm if roads have a similar effect on 
other species of turtles. 
Key words: Chrysemys picta, painted turtle, road, variance in reproductive success, 
effective population size, genetic diversity, microsatellite, mitochondrial DNA. 
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2.1 Introduction 
Habitat fragmentation consequent to the construction of roads results in numerous 
harmful impacts on multiple species requiring undisturbed large spaces (Guyot and 
Clobert 1997; Ricciardi and Rasmussen 1999; Gibbs and Shriver 2002; Aresco 2003). 
Moreover, for a majority of species, the roads represent an impediment in their 
movements, which can result in a reduction of gene flow and intrapopulation diversity 
(Frankham et al. 2002). In addition to the physical barriers roads represent, death and 
injuries can occur following c,-?Ilisions with motor vehicles. 
Freshwater turtles are particularly affected by roads mortality because of their slowness. 
The risk of collision is amplified by the fact that females often select the verge of the 
roads as egg-Iaying sites (Gemmell 1970; Haxton 2000; Browne 2003; Forman et al. 
2003; Steen and Gibbs 2004). A recent study estimated that road mortalities affected 
more than 10% of the freshwater turtle populations (Gibbs and Shriver 2002). 
An additional permclous effect of roads is that berms substra.tes appear as sites of 
predilection for nesting. However, egg survival rate .could be affected either by higher 
predation, temperature fluctuations and/or motor vehicles. Predation is a major cause of 
egg mortality (Burke et al. 2000; Browne 2003). Scattered nests are less likely to be 
located by predators (Wilhoft et al. 1979; Snow 1982) than grouped nests (Hammer 
1969; Burger 1977; Robinson and Bider 1988). Indeed, when a predator discovers a nest, 
it can easily find the others located in the vicinity (Shirose et al. 1995). Because several 
females may exploit the sites adjacent to roads, their eggs would be more prone to 
predation (Temple 1987; May and Norton 1996; Yahner and Mahan 1997; Boulet and 
Darveau 2000). The incubation temperature is also a crucial factor (Bobyn and Brooks 
1994; Ernst et al. 1994; Rhen and Lang 1995) and small variations of temperature can 
considerably affect the sex-ratio, the development and survival of offspring (Bull and 
Vogt 1979; Galbraith and Brooks 1987; Bobyn and Brooks 1994). When compared to 
nests in natural habitats, nests on roadsides are expected to be hotter in summer due to the 
presence of asphalt (Asaeda and Ca 1993) and colder in winter when snow is cleared to 
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secure road edges. Berms levelling may also alter nest insulation and expose eggs to 
predation and desiccation (Gemmel 1970). FinaIly, vehicles circulating on road verges 
can compact the ground, thus, crushing nests or preventing young turtles to find a way 
out of their nests (Hamilton et al. 2002). In fact, high deformation of carapaces and even 
high mortality were reported (Desroches and Picard 2007). These effects are also 
amplified by the fact that in absence of disturbance, female turtles are faithful to the same 
nesting site during several years (Freedberg et al. 2005). 
Altogether, these effects strongly suggest that females laying their eggs near roads should 
have a lower contribution to recruitment than those nesting in natural environments. In 
other words, roads are expected to increase the variance in the reproductive success of 
females. As a consequence, a higher probability that offspring share the sa me parents and 
a lower genetic diversity of populations are expected. 
The objective of this study was to determine whether the presence of roads significantly 
affects the reproductive success of females painted turtles (Chrysemys picta) and how this 
effect is translated on the genetic diversity of the populations. The painted turtIe was 
selected as a biological model because of its high population densities, therefore it is not 
considered as endangered. Since females can accumulate sperm from different males for 
a period up to four years and that c1utches can be fathered by multiple males (Pearse et al. 
2002), we presume that the reproductive success of females will be more influenced by 
the presence of roads than that of males. For this reason, our hypothesis was that the 
diversity of mitochondrial DNA (strict maternaI inheritance) will be more affected than 
the diversity of nuclear DNA. The reproductive suc cess (average, variance and 
coefficient of variation) of females was estimated from the maternai origin 
(mitochondrial genome) and relatedness (nuclear genome) among individuals. Closely 
related individuals sharing the same mtDNA are thus expected to be associated to the 
sa me maternai group. We took advantage of the presence of hypervariable markers 
(micro satellites) in both nuclear and mtDNA of painted turtles to estimate reproductive 
success. The reproductive success (average and variance) of females in populations 
located near roads was compared to that of females living in natural areas. 
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2.2 Materials and Methods 
2.2.1 Sampling 
Eight populations of painted turtles (Chrysemys picta) were sampled (Figure 1; Table 1), 
which were c1assified as natural when the distance separating the lake from the road was 
greater than 800 meters and perturbed when less than 300 meters. Painted turtles can nest 
up to 600 meters away from a water source but roads located more than 300 meters away 
from a watery habitat do not have any significant impact on the turtles (Burke and 
Gibbons 1995; Marchand and Litvaitis 2004; Desroches and Picard 2007). To take 
demographic events associated to postglacial colonisation into account, the selected 
populations were located in three geographically distant regions in the province of 
Quebec : Eastern Townships, Montreal and Outaouais, which are separated from each 
other by 147 and 207 km, respectively. At least one natural site and one disturbed site 
were sampled within each region. The selected lakes and marshes were of similar size, to 
assure a comparable sampling effort between sites. 
Turtles were sampled using funnel traps baited with sardines (1 verson 1979; Mitchell 
1985; Desroches and Picard 2007). The individuals were measured and their gender was 
determined by their size and the length of the foreleg c1aws (Cagle 1954; Bayless 1975; 
Graham and Doyle 1977; Ernst et al. 1994). 
A small sample of sc ale was removed and preserved in 95% ethanol for genetic analyses 
in the laboratory (Balcombe and Licht 1987; Mockford et al. 1999). To avoid recaptures, 
individuals were marked with a white ·paint stain under their shell before being released 
on the same site of their capture (Chabot et al. 1993; Koper and Brooks 1998). 
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Figure 1. Location of the study sites in Quebec, Canada. The close-ups represent the location of the eight sampling sites in three 
different regions: Eastern Townships, Montreal, Outaouais. 
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Table 1. Characteristics of the sampled sites. 
Areas Sites Locations Number of roads Road types 
nearby 
Eastern Rivière aux 4YI7'00"N 0 Townships Cerises (E-LA) nOlO'40"W 
Outaouais Calumet (O-CA) 45°41 '49"N 0 76°37'43"W 
Île-Bizard 45°30'18"N Montreal (M-BI) 73°52'44"W 0 
Curtis (E-CU) 4Y05'39"N 2 Secondary road 
Eastern n005'33"W Former railway 
Townships Mc Gowan 45°08' 16"N 2 Highways (E-GO) n014'19"W 
Campbell's Bay 45°44'17"N 2 Highways 
Outaouais 
(O-CB) 76°35'33"W 
Schwartz 45°48'0"N Highway (O-SC) 76°21 '57"W 
, Lac des Soeurs 45°43'42"N Highway Montreal (M-SO) 73°31 '27"W 2 Secondary road 
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2.2.2 Genetic analyses 
The total DNA of each individual was extracted from a small piece of its shell by a 
proteinase K digestion followed by phenol-chloroform purification and ethanol 
precipitation (Sambrook et al. 1989). 
Eight nuclear markers were used, CP2, CP3 and CPJO (designed for Chrysemys picta 
(Pearse and al. 2001)), as weIl as GmuB21, GmuD21, GmuD79, GmuD70 and GmuD87 
(designed for Glyptemys muhlenbergii (King and Julian 2004)). We also designed 
primers (AGTGGAAA T AAAAGCACC and CCGTGCTTTGTGATAAGC) in the 
control region of the mtDNA containing a large imperfect micro satellite (allelic range: 
100 bp - 214 bp )-composed of TA and TA TT A repetitions (GenBank accession number 
AF069423). The two primers are at positions 16624 bp and 10 bp, respectively, on the 
Chrysemys picta mtDNA control region. 
Amplification reactions were carried out in 12.5 )11 volumes containing 1.25 )11 of lOX 
reaction buffer (Invitrogen Corp., Burlington, Ontario), 2.5 nM L- 1 of each dNTP, 1 )11 of 
each of the primers, 1.5 mM L-1 of MgCh, 0.5 U of Taq DNA polymerase and around 
100 ng of template DNA. The loci were amplified by polymerase chain reaction (PCR) 
using the following conditions: an initial denaturation time of 30 s at 92°C followed by 
45 cycles at 92°C for 15 s, 15 s at 50°C and 30 s at 68°C, finalizing with a 2 min 
elongation phase at 68°C. Allele size was discriminated on a 6% polyacrylamide (19: 1 
acrylamide: bis-acrylamide) denaturing gel and visualized using a silver nitrate solution 
(Bassametal.1991). 
The origin of the eight populations in term of glacial refuge was inferred using the 
cytochrome C oxidase subunit 1 (COI) (GTGACTTGAAAAACCACCGTTG and 
GGGT AGCATTGTCT ACTG). Four individuals per population were sequenced using a 
CEQ2000 genetic analyser (Beckman Coulter). 
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2.2.3 Statistical analyses 
2.2.3.1 Genetic diversity 
Standard genetic statistics were used to measure genetic variability: the number of alleles 
(A), haplotypic diversity (h), observed heterozygosity (Ho) and gene diversity (HE) under 
Hardy-Weinberg equilibrium. Also, allelic richness (AR) was calculated with the 
rarefaction method to account for unequal sampling size. AR was adjusted to the smallest 
sample size (n = 25). These statistics were computed with FSTAT (Version 1.2) (Goudet 
1995). Departure from Hardy-Weinberg equilibrium was assessed using the Markov 
chain method (Guo and Thompson 1992) with GENEPOP computer package 3.3 
(Raymond and Rousset 1995). 
2.2.3.2 Population structure 
For nuclear loci, genetic differentiation between populations was estimated with FST 
values (Weir and Cockerham 1984). GENE POP was used to evaluate allelic 
differentiation and estimate FST. Components of genetic variance were also calculated 
among populations within regions and between regions with an AMOV A (Michalakis 
and Excoffier 1996) in Arlequin version 2.2 (Schneider et al. 1997) 
2.2.3.3 Demographic parameters 
We tested for recent « 10 000 years) and pronounced reductions in population size using 
BOTTLENECK 1.2.02 (piry et al. 1999) for each nuclear 'Iocus as weil as across ail 
nuclear loci. This method compares HE of a population to what is presumed to be found 
at mutation-drift equilibrium using the nuclear loci. At the time of a bottleneck, allelic 
diversity is predicted to be lost faster than heterozygosity (Cornuet and Luikart 1996). A 
Wilcoxon signed-rank test determines if a significant number of loci show an 
heterozygosity excess as expected in a reduction of population size (Luikart et al. 1998). 
Data were analysed using the infinite allele model (lAM), the stepwise mutation model 
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(SMM) and the two-phase mutation model (TPM) (Di Rienzo et al. 1994; Estoup and 
Angers 1998). 
2.2.3.4 Inferring the reproductive success 
The probability of identity was estimated for each population with IDENTITY 1.0 
(Wagner and Sefc 1999). Also, to estimate the mean, variance and coefficient of variation 
in reproductive success, we tentatively· inferred the number and size of every maternaI 
groups connected by a given female. Because a maternaI group may incIude half-sibs as 
weil as full-sibs, we used the following conditions: 1- individuals must share the same 
mtDNA haplotype, 2- every pair of individuals of a given maternaI group must share one 
allele for at least three of the five nucIear loci, 3- since a mother cannot transmit more 
th an two different alleIes at each locus to its progenies, individuals of a given maternaI 
group must share less than two alleIes for each locus, and 4- we excIuded putative 
mother-sib pairs when at least one allele for the five loci is shared. However, in sorne 
maternaI groups, cousins or grandmother on the mother's side were observed but in 
relatively small numbers. We used a coefficient of variation that allowed us to obtain 
variance values unbiased by the average. An ex ample of the methodology is presented 
(Appendix 1). 
Also, we used an ANOV A tested with 9999 permutations to evaluate for each parameter 
previously mentioned the difference between the natural and the perturbed populations. 
This analysis requires homoscedasticity between groups which was tested with a Bartlett 
test. When the requirement of homoscedasticity was not met, we used a non-parametric 
Wilcoxon signed rank test. 
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2.3 Results 
2.3.1 Population characteristics 
The. haplotypic divers~ty (h), the mitochondrial vanance In reprodLictive success 
(mtDNA-Var) and the average reproductive success (A ver) were not homoscedastic (p < 
0.05). For these variables, the differences between groups were tested with a Wilcoxon 
signed rank test. The other variables were tested with an ANOV A tested with 
permutations (Table II). 
Between 25 to 39 individuals per site were captured for a total of 252 turtles (Table II). 
When considering the five loci, aIl the probabilities of identity were very' low (between 
1.44E-06 and 8.83E-06), indicating a weak probability that two individUals within the 
same population share the same genotype. The capture efforts varied from 6.25 to 19.5 
individuals per day~ The sex-ratio of every site did not differ significantly from 1: 1 (p > 
0.05) except for the SC site where an excess of males was sampled ('l = 4.8; p = 
0.02846). 
Three microsateIlite loci, CP JO, GmuB2 J and GmuD70, displayed a significant departure 
from Hardy-Weinberg equilibrium (homozygote excess) in every population, suggesting 
the presence of null alleles. These loci were discarded and were no longer considered for 
the rest of the analyses. Using the five remaining loci, no departure from Hardy-
Weinberg equilibrium was detected, indicating a random sampling of individuals within 
each population. 
The five nuclear loci used in this study appeared highly polymorphie, with numbers of 
alleles per locus ranging from 9 (GmuD2 1) to 24 (GmuD87), for a total of 96 alleles and 
a mean value of 19.2 alleles per locus. The mitochondrial microsatellite mkrker was also 
extremely variable, with numbers of alleles per population ranging from 6 (E-GO) to 19 
(M-BI), for a mean value of 12.5 alleles per population. 
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Based on the standardized difference test, no evidence for a population recent bottleneck 
« 10 000 years) was detected following a Bonferroni correction (a = 0.0l) using either 
IAM, TPM or SMM models. This indicated that the eight populations did not exhibit a 
number of loci with heterozygosity excess larger than expected for a population at 
mutation-drift equilibrium. 
The global FST value estimated from nuclear markers was very low (0.05163) and non-
significant (p = 0.0000), indicating low differentiation among populations. The results 
were similar when populations were grouped by region (Table III). Results of the 
cytochrome C oxidase subunit 1 (CO 1) analysis indicated that aIl the individuals 
displayed the same sequence (450 bp), suggesting they originated from the same glacial 
refuge. Thus, no further analysis was necessary since only one sequence was observed. 
2.3.2 Natural vs perturbed 
Allelic richness (p-value = 0.57), gene diversity (p-value = 0.57) and number of alleles 
(p-value = 0.65) estimated from nuclear markers did not differed significantly between 
perturbed and natural sites. Similarly, relatedness (Belkhir et al. 2002) estimated from 
nuclear markers was not significantly different between perturbed and natural sites (p-
value = 0.80). In contrast to nuclear markers, mitochondrial haplotypic diversity (p-value 
= 0.04), allelic richness (p-value = 0.04) and the number of aIle les (p-value = 0.04) were 
significantly higher in natural sites than in perturbed populations (Table II). 
The mean in reproductive success varied between 1.39 and 2.40 descendants per female 
while the variance ranged from 0.37 to 2.97. The coefficient of variation in reproductive 
success varied between 43.73 to 71.82. The variance was correlated to the number of 
mitochondrial haplotypes but was not significant (cor = -0.66, p-value = 0.08). The mean, 
the variance and the coefficient of variation in reproductive success were significantly 
higher in perturbed than in natural sites (Table II). The variances was similar among 
natural populations (Levene' s test; p-value = 0.18), but displayed a high heterogeneity in 
the populations close to roads (Levene's test; p-value = 0.01). 
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Table II. Summary of the data for six microsatellite loci for the eight painted turtle populations (Pop) : number of individuals analysed 
(n), capture efforts (Cpt/efforts), sex-ratio (m: t), observed heterozygosity (Ho), number of alleles (A), allelic richness (Ar), gene 
diversity (HE), relatedness (R) and haplotypic diversity (h) . The mitochondrial variance in reproductive success (mtDNA-Var), the 
variance in reproductive success (Var), the average reproductive success measured as the number of descendants per female (Aver), 
the number of putative mothers (Mo) and the coefficient of variation (C.V.) are also given. The non-homoscedastic variables were 
~' 
tested with a Wilcoxon signed rank test and identified in bold, while the others were tested with an ANDV A tested with permutations. 
Nuc1ear Mitochondrial Nuc1ear + Mitochondrial 
Number Sex- mtDNA-Pop of N Cpt/efforts 
ratio Ho A Ar HE R A Ar h Var Var Aver Mo C.V. 
roads nearby 
ET-LA 0 28.00 9.33 1.00 0.76 10.80 10049 0.81 0.25 17.00 16.90 0.96 0.87 0.67 1040 20.00 58.64 
O-CA 0 27.00 6.75 1.33 0.87 13.00 12.71 0.84 0.23 16.00 15.96 0.95 1.14 0.37 1.39 18.00 43.73 
M-BI 0 39.00 19.50 1.06 0.77 11.60 10042 0.79 0.27 19.00 18.01 0.96 1.24 0049 1.44 27.00 48.33 
31.33 11.86 1.13 0.80 Il.80 11.20 0.81 0.25 17.33 16.96 0.96 1.08 0.51 lAI 21.67 50.23 
ET-CU 2 39.00 19.50 0.52 0.79 10040 9.70 0.83 0.24 7.00 6.50 0.74 34.30 1.39 2.05 19.00 57.34 
ET-GO 2 26.00 13.00 1.27 0.81 Il.00 10.88 0.82 0.28 6.00 6.00 0.69 23.53 1.46 2.36 11.00 51.03 
O-CB 2 36.00 18.00 1.67 0.79 12.20 10.87 0.81 0.26 Il.00 10.53 0.84 11.59 2.97 2040 15.00 71.82 
O-SC 1 32.00 10.67 2.33 0.82 13.20 12.08 0.81 0.24 17.00 16.59 0.94 2.20 1.02 1.46 22.00 69048 
M-SO 2 25.00 6.25 0.79 0.86 10.20 10.20 0.83 0.24 7.00 7.00 0.85 4.29 2.62 2.27 11.00 71.18 
31.60 13048 1.32 0.81 11040 10.74 0.82 0.25 9.60 9.32 0.81 15.18 1.89 2.11 15.60 64.17 
p-value 0.99 0.72 0.73 0.72 0.65 0.57 0.57 0.80 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 0.14 0.05 
2R 
Table III. Partition of the genetic diversity as estimated by AMOV A analyses for eight 
populations of painted turtles and grouped according to their region of origin. 
Source of Sumof Variance Percentage of 
dJ. p-value 
variation squares compoilents variation 
Among groups 2 30.474 0.05935 2.76 0.02761 * 
Among 
populations 5 26.132 0.05164 2.40 0.02470* 
within groups 
WithiI) 496 1011.263 2.03884 94.84 0.05163 
populations 
Total 503 1067.869 2.14983 
* : significant values 
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2.4 Discussion 
2.4.1 Effect of roads on the reproductive success of female painted turtles 
The objective of this study was to determine whether the presence of roads significantly 
affects the reproductive suc cess of females painted turtles (Chrysemys picta) and how this 
effect is translated on the genetic diversity of the populations. Because the study was 
performed in natural populations, it was required that every population was fully 
comparable except for the presence of roads. A previous study on the phylogeography of 
painted turtles found evidences of at least two independent range expansions into 
previously glaciated regions of north-eastem North America (Starkey et aL. 2003). 
However, nuclear markers provided no evidence of a marked population structure, and 
sequence analyses confirmed that these populations are closely related and have a recent 
common origin from a unique refuge. In addition, the populations did not experience a 
recent reduction in size. While the number of loci is low (Comuet and Luikart 1996) and 
results must be considered with caution, a high and similar level of nuclear genetic 
diversity was observed within each of the eight populations. Finally, the number of 
sampled individuals and the capture efforts are roughly similar and not correlated to 
perturbed-natural habitats. We are thus confident that the difference observed between 
both kinds of habitats is a result of the presence of roads nearby. 
The first striking result is the mtDNA diversity that appeared to be strongly correlated to 
the presence of roads. Perturbed populations displayed a lower mitochondrial genetic 
diversity in ter ms of allelic richness, number of alleles and haplotypic diversity, while 
gene diversity, allelic richness, number of alleles and relatedness estimated from nuclear 
markers were similar. This result is consistent with the prediction of higher variance in 
reproductive success of perturbed sites. However, the level of mitochondrial diversity in 
sorne pe,rturbed populations appears to be unusually low, as three populations have less 
than eight haplotypes. A founder event associated to postglacial colonization can be ruled 
out, since these populations are located in different regions and geographically close 
natural sites displayed a high diversity. Considering the long generation time of painted 
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turtles and the fact that sorne roads are relatively recent, the higher va~iance expected 
from the presence of roads may not have yet strongly affected the gene pool of these 
populations (Ciofi et al. 2002; Kuo and Janzen 2004). In fact, a long generation time may 
act as a buffer that contributes to decrease the pace of genetic diversity erosion in 
threatened species, as has been invoked for other long-lived species such as the Ornate 
box turtle (Terrapene ornate) (Kuo and Janzen 2004) and the Copper redhorse 
(Moxostoma hubbsi) (Lippé et al. 2006). This suggests that, in such populations, 
additional processes may have affected the diversity of the genome, for instance road 
kills or poaching (Gibbons 1987, COSEWIC 2004; Desroches and Rodrigue 2004). 
Microsatellite markers from both nuclear and mitochondrial genomes were used to 
estimate the reproductive success of females inferred from the number of offsprings 
produced by each. Because mitochondrial haplotype similarity was used to identify 
offspring of a given female, both mtDNA diversity and variance estimators are not 
completely independent. For instance, the variance decreases as the number of 
mitochondrial haplotypes with low frequency increases. The procedure used to identify 
sibs also relies on the absence of mutation for mtDNA, which may result in an 
underestimation of the variance if mutation rate were high. However, this effect is likely 
limited because only a few generations were considered and mutation rate is not expected 
to be different among populations. On the other hand, the use of nuclear genotypes to 
confrrm relatedness provided a variance lower than the one observed for mitochondrial 
haplotypes only, because a given mitochondrial lineage may be inherited from different 
females. As a result, the variance is correlated to the number of mitochondrial haplotypes 
but is not significant. 
The results clearly indicated that females living close to roads have higher mean, variance 
and coefficient of variation in reproductive success than those in natural populations. 
Previous studies revealed that a strong variance in reproductive success could lead to a 
loss of genetic diversity (Westemeier et al. 1998; Frankham et al. 1999; Bijlsma et al. 
2000). In a long-term perspective, even though the mean in reproductive success is 
higher, the trend observed for the genetic diversity, the variance and the coefficient of 
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variation of the perturbed populations could lead to a reduction in adaptation capacity, 
which would increase their probability of extinction. However, nucIear genetic diversity 
is similar between natural and disturbed sites, indicating that nucIear DNA is influenced 
to a lesser extent than mtDNA, due to the higher effective size of the nucIear genome. In 
addition, females can accumulate sperm from different males (Pearse et al. 2002) and 
while a female is faithful to her egg-Iaying site, males mate randomly with different 
females. The loss of nucIear genetic variability is therefore slowed because cIutches are 
fathered most of the time by multiple males (Pearse et al. 2002). 
2.4.2 Perspectives and conservation implications 
Our results supported our hypothesis and revealed an additional process by which roads 
may affect the turtle populations. While painted turtles are not considered to be 
endangered, numerous freshwater turtles have a precarious status (COSEWIC 2004; 
Tardif et al. 2005) and the negative effects of the presence of roads on the reproductive 
success could be amplified in small populations (Hartl et Clark 1997; Halliburton 2004). 
The present procedure may serve as a guideline for further studies on turtle. In fact, this 
genetic approach represents a quick, inexpensive and reliable method to estimate the 
reproductive success of female turtles. It requires only a few amount of DNA 
(noninvasive method) and the reproductive success can be determined prior to ecological 
and behavioral experiments. Ultimately, the methodology suggested should confirm if 
roads have a similar effect on other species of turtles. 
According to our resuIts, ecological and genetic studies would be required to further 
investigate the impact that roads have on painted turtles, according to the type of road, 
verge substrate, traffic and distance separating the lake from the road. For instance, the 
O-SC population was found to be the most di ffere nt from aIl the other perturbed 
populations. When compared to the other perturbed populations, the O-SC population 
shows a higher mitochondrial diversity (similar to the ones of natural sites) and a lower 
variance in reproductive success (while higher than in natural sites). The fact that the 0-
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SC population contains a single road instead of the two characterizing the other perturbed 
populations may explain the lower impact of roads. 
ln conclusion, the presence of roads appears to affect the reproductive success of female 
painted turtles. According to 1 verson (1991), a reduction of both egg and ju venile 
mortality would have a higher effect on the survival of populations than the reduction of 
adult mortality. Preventing females from laying their eggs on the edge of roads by 
establishing fences and scattered artificial nests close to roads may help maintain 
recruitment in perturbed populations. 
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Ce travail avait pour objectif de. déterminer si la présence des routes modifie 
significativement le succès reproducteur des femelles des populations de tortues peintes 
(Chrysemys picta) vivant à proximité des routes et de déterminer comment cet effet se 
traduisait sur la diversité génétique de ces populations. Les analyses combinées de l'ADN 
mitochondrial et de l'ADN nucléaire suggèrent que les femelles préférant pondre aux 
abords des routes ont un succès reproducteur moyen supérieur ainsi qu'une plus forte 
variance et un plus fort coefficient de variation comparativement aux femelles pondant en 
milieu naturel. Ce phénomène serait provoqué par des sites de ponte de moindre qualité, 
un facteur supplémentaire à la détérioration de la diversité génétique de ces populations. 
À long terme, cette perte de diversité pourrait engendrer une réduction de la capacité 
d'adaptation de la population, augmentant ainsi leur risque d'extinction (Tallmon et al. 
2004). 
Il a été possible de confirmer notre hypothèse, c'est-à-dire que l'ADN mitochondrial est 
plus affecté que l'ADN nucléaire. Tel qu'attendu, au niveau mitochondrial, nos analyses 
ont démontré une diversité haplotypique, un nombre d'allèles ainsi qu'une richesse 
allélique plus faibles dans les populations perturbées comparativement aux populations 
naturelles. Néanmoins, au niveau nucléaire, ces mêmes paramètres se sont révélés 
similaires entre les différentes populations. Ce phénomène peut être expliqué par le fait 
que les femelles peuvent accumuler le sperme de plusieurs mâles pendant quelques 
années et donc qu'une même couvée peut provenir de différents pères (Pearse et al. 
2002). De plus, le génome nucléaire possède une plus grande taille effective que le 
génome mitochondrial. La perte de diversité nucléaire serait alors ralentie. Aussi, 
contrairement aux mâles qui se reproduisent de façon aléatoire, les femelles sont fidèles 
au même site de nidification durant plusieurs années (Freedberg et al. 2005). Le génome 
mitochondrial et le succès reproducteur des femelles seraient donc plus fortement 
influencés. Ainsi, dans les populations perturbées où peu de femelles contribuent 
beaucoup aux effectifs (variance du succès reproducteur élevée), on observerait une 
faible variabilité génétique au niveau de l'ADN mitochondrial et une progéniture 
présentant un haut niveau d'apparentement tel que constaté dans les marais 
échantillonnés près des routes. 
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Nos résultats ont suggéré que la moyenne du succès reproducteur des femelles provenant 
de populations perturbées est plus élevée que celle des populations en milieu naturel. Ce 
résultat est contre-intuitif. Ainsi, il semble que dans les populations perturbées les 
femelles produisent en moyenne plus de rejetons, ce qui à première vu n'est pas mauvais. 
Différentes hypothèses peuvent être émises quant aux causes de ce phénomène. Il est 
possible que les milieux perturbés par les routes soient plus eutrophes, enrichis de 
nutriments engendrant une production primaire et une quantité d'algues plus élevée que 
dans les milieux naturels (Puigserver et al. 2002; Xiaoying et Shijie 2006). Cette 
augmentation des ressources pourrait améliorer l'état de santé de ces populations et leur 
permettre un meilleur succès reproducteur. Aussi, lors de cette étude, nous n'avons pas 
pu mesurer la taille réelle des populations. En effet, si les populations des milieux 
perturbés étaient plus petites que celles des milieux naturels, il se peut que la compétition 
moindre dans les populations perturbées permette auxindividus d'augmenter leur succès 
reproducteur puisqu'ils auraient dans ce cas accès à plus d'espace et de ressources. Bien 
que nous ne puissions pas identifier la cause exacte de ce phénomène, il est à noter que 
bien que le succès reproducteur moyen soit plus élevé dans les populations perturbées, la 
variance et le coefficient de variation de celui-ci le sont aussi. Ainsi, les femelles des 
populations perturbées engendrent de plus grandes portées, mais les individus qui en 
résultent sont hautement apparentés. À long terme, ceci peut être néfaste pour ces 
populations puisque la diversité génétique et donc la capacité d'adaptation de ces 
populations seront diminuées. Nous croyons que des populations ayant une variance et 
une moyenne du succès reproducteur moindre seraient écologiquement plus résistantes à 
long terme. Il se peut également que, puisque notre moyenne a été calculée sur les 
groupes échantillonnés et que nous n'avons pas compté les portées contenant zéro 
descendant dans les populations perturbées, notre moyenne a été calculée uniquement sur 
les gros groupes maternels. Ceci aurait donc pour conséquence de garder la moyenne 
élevée, tandis qu'en intégrant des portées de zéro individu dans les populations 
perturbées, la moyenne devrait être diminuée et même inférieure aux populations 
naturelles. 
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Plusieurs caractéristiques font de cette étude une méthode de choix pour l'estimation du 
succès reproducteur des différentes populations de tortues. D'abord, l'approche 
préconisée a eu l'avantage d'être peu dispendieuse et n'a nécessité qu'une faible quantité 
de tissus (méthode non invasive). En effet, aucun adulte n'a été perturbé lors de sa 
période de reproduction et aucun nid n'a été altéré. De plus, grâce à la présence d'un 
micro satellite extrêmement variable sur le génome mitochondrial des tortues peintes, il a 
été possible de regrouper rapidement de nombreux individus en familles et cette méthode 
a nécessité un seul échantillonnage. Ce marqueur microsatellite mitochondrial s'est avéré 
un outil beaucoup plus rapide que les méthodes écologiques traditionnelles de mesure du 
succès reproducteur tels l'observation des sites lors de la saison de la ponte et le suivi des 
nids pour déterminer le succès d'éclosion. De plus, au cours de cette étude génétique, 
nous avons mesuré le succès reproducteur à l'aide d'un estimé intégrateur de plusieurs 
générations comparativement à un estimé ponctuel obtenu par des méthodes écologiques. 
Les répercussions des routes sur le succès reproducteur et sur la diversité génétique des 
populations de tortues peuvent être longues à discerner puisque de nombreuses années 
séparent les différentes générations (forte longévité, maturité sexuelle tardive). ~n 
considérant ces caractéristiques démographiques, ainsi que le fait que certaines routes 
soient relativement récentes, on estime que la présence des routes pourrait ne pas avoir 
encore fortement affecté la diversité génétique de ces populations (Ciofi et al. 2002; Kuo 
et Janzen 2004). Pour évaluer plus précisément les effets de la présence des routes sur la 
diversité génétique et sur le succès reproducteur des tortues peintes, des suivis à long 
terme seraient nécessaires (Gibbons et Semlitsch 1982; Burke et al. 1995). En effet, ces 
derniers permettent de comprendre l'évolution de l'état des populations à long terme et de 
confirmer les données théoriques quant à leurs déclins ou à leurs fluctuations (Desroches 
et Picard 2007). Dans le cadre d'un suivi à long terme, il serait judicieux d'évaluer 
différentes variables spécifiques aux divers plans d'eau, à l'aide d'un plus grand effectif 
de population et d'un plus grand nombre de microsatellites, afin de rapprocher notre 
estimation du succès reproducteur réel et d'évaluer un gradient de perturbation. Par 
exemple, il serait possible d'évaluer les effets de différents types de routes sur le succès 
reproducteur des tortues peintes pour confirmer si la tendance observée est généralisée 
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aux populations situées près des routes, puisque le petit nombre de plans d'eau 
échantillonnés aurait pu mener à une sous-estimation des effets de la présence des routes 
sur le succès reproducteur. Aussi, il serait important d'estimer la relation entre le succès 
reproducteur et le pourcentage du périmètre du marais occupé par une ou des routes, de 
déterminer l'influence des différents substrats composant les accotements, d'évaluer 
l'importance du trafic routier ainsi que de quantifier l'effet de la pente et de la distance 
séparant le marais de la route. Il serait également pertinent de combiner certaines 
méthodes écologiques à notre protocole génétique afin de clarifier nos connaissances de 
l'effet des routes sur la dynamique des populations de tortues peintes. En effet, au cours 
d'une prochaine étude, un suivi des nids pour déterminer le taux de prédation ainsi que le 
succès d'éclosion devrait être effectué conjointement à une mesure des températures des 
nids aux abords des routes en comparaison aux nids éloignés des routes. De plus, comme 
les nids sont fréquemment regroupés près des routes, il pourrait être intéressant de 
caractériser l'emplacement des sites de ponte par rapport à la route, puisque ce facteur 
influence négativement le taux de survie des œufs. 
À la lumière des résultats, nous pouvons donc conclure que les populations situées près 
des routes ont une situation précaire comparativement aux populations naturelles. Les 
efforts de conservation devraient être concentrés sur les populations à risque telles que 
celles de faible effectif. Par le biais de petits gestes aux conséquences cruciales, le 
recrutement pourrait facilement être optimisé. Par exemple, il a été suggéré de protéger 
une zone tampon de plus de 300 m autour des habitats aquatiques, zone correspondant à 
l'espace utilisé en moyenne par les tortues lors de leurs déplacements (Burke et Gibbons 
1995, Joyal et al. 2001; Semlitsh et Bodie 2003; Desroches et Rodrigue 2004). Dans les 
cas où la construction de routes aux abords des habitats aquatiques est inévitable, 
certaines mesures d'atténuation pourraient toutefois être effectuées afin de limiter les 
répercussions. Afin de rendre les accotements moins attirants pour les femelles, des sites 
de ponte alternatifs devraient être construits dans des milieux ensoleillés et bien drainés, 
loin des routes, loin des sources de prédation et loin des sites de ponte déjà existants 
(Ashley et Robinson 1996, Moll et MoIl2000, Baldwin et al. 2004). De plus, un grillage 
pourrait être placé sur les nids afin de les protéger. Afin d'augmenter le recrutement, 
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l'entretien des accotements ne devrait pas être effectué entre la saison de la ponte et 
l'éclosion des œufs, soit entre le début juin et le début octobre. Dans la mesure du 
possible, près des habitats aquatiques, l'accès aux véhicules sur les accotements devrait 
être limité. Finalement, la sensibilisation du public à l'impact des routes sur les tortues est 
certainement une solution simple, efficace et peu coûteuse. La prise de conscience de la 
population locale pourrait effectivement avoir un impact significativement positif sur les 
populations de tortues. 
Ultimement, la méthodologie proposée devrait permettre de confirmer si les routes ont un 
effet comparable sur les autres espèces de tortues vivant au Québec. Puisque six des huit 
espèces de tortues d'eau douce au Québec ont un statut précaire (COSEPAC 2006) et vu 
l'augmentation constante du trafic routier, il apparaît primordial de connaître les effets de 
ces facteurs qui pourraient être amplifiés dans des populations de faible effectif. La 
protection des habitats favoriserait le maintien des populations de tortues peintes, en plus 
d'être bénéfique à toutes les autres espèces de tortues vivant au Québec et étant associées 
aux mêmes habitats. 
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ANNEXE 
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Appendix 1. 
Example of the methodology used to estimate the number of putative mothers, mean, 
variance, and coefficient of variation in reproductive success. 
1) Individuals must share the same mtDNA haplotype : 
Individual mtDNA 
Tl A 
T2 B 
T3 C 
T4 A 
Ts A 
T6 B 
Haplotype f>. Tl-T4-Ts 
Haplotype B T2-T6 
Haplotype C T3 
Mitochondrial 
Mean in reproductive success = (3+2+ 1) / 5 = 2 
Variance in reproductive success = ((3-2)" 2+ (2-2)" 2+ (1-2)" 2 / (3-1) = 1 
2) Pair of individuals of a given maternaI group must share one allele for at least three of 
the five nuclear loci: 
Locus 1 Locus 2 Locus 3 Locus 4 Locus 5 Maternai groups 
T2 a b e g k m 0 q r 2 groups 
2/sloci 
T6 a a f h n p q s of 1 individual 
Tl a a e f j m p q x 
3/sloci T4 a b e g k n u r y 
Ts a b f g k 0 v w z 
63 
3) Since a mother cannot transmit more than two different alle1es at each locus to its 
progenies, individuals of a given maternaI group must share less than two aile les for 
each locus: 
Locus 1 Locus 2 Locus 3 Locus 4 
Tl a a e f j m P 
T4 a b e g k n U 
T5 a b f g k 0 V 
Nuclear + Mitochondrial 
Mean in reproductive success = (1 + 1 + 1 + 1 +2) / 5 = 1.2 
Variance in reproductive success = 
Locus 5 Maternai groups 
q x 1 group of 
r y 1 individual and 
w z 1 group of two individuals 
«1-1,2) 1\ 2+ (1-1,2) 1\ 2+ (1-1,2) 1\ 2+ (1-1,2) 1\ 2+ (2-1,2) 1\ 2) / (5-1) = 0.2 
Number of putative mothers = 5 
Coefficient of variation in reproductive success = (-.J0.2) * 100/ 1.2 = 37.3 
